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ヒ ト α2日S 糖蛋白の正 常プ ー ル 血清 より の大童精製方法 を報告 した
･
2 1の正 常血清 より130mg の
鞄H S糖蛋白 を得 た･ 収量は 13･6% であ っ た ･ a2H S糖蛋白の等電点電気泳動上 の charge heteroge neity
は, 主にシ ァ ル 酸に よ る もの と考 え られ る･ Circ ula rdichr ois m ス ペ ク ト ラム の検索に より, Lr2HS 糖蛋白
の二 次構造は, α - belix ll%, β 一 構造 21- 33% と判明 した. 勉 = S糖蛋白 は, 分子量 49,000 で単鎖の ポ
リペ プチ ドか らな り, 単 一 の N 末端 ア ミ ノ 酸ア ラ ニ ンを有す る. N 末端配列 31残基中19残基疎水性の ア
ミノ酸を有す る｡ ま た, ア ミ ノ酸組成上も, 多くの 疎水性の ア ミ ノ酸 (プ ロ リ ン, ア ラ ニ ン, ロ イ シ ン)
を含む･ 正常血清中の α2H S糖蛋白の渡度 は, 臍帯血中で最も高く, 加齢 と とも に 減少 し, また癌患者血
清中で特 に減少す る こ とよ り, α2HS糖 蛋白が宿主妨衛機構にお い て非特異的免疫増強因子(特に 細胞性免
疫の)と考え られ る･ こ の研究で は, 喝 H S糖蛋白は オ ブソ ニ ン 効果の み な ら ず, 活性化 マ ク ロ フ ァ ー ジの
腰痛細胞増殖抑制効果増強作用が あ る こ と を明ら か に した. 句 H S糖 蛋白 は, 正常非刺激 マ ク ロ フ ァ ー ジ を
活性化しなか っ た ･ また , 直接･ 腰癌細胞 の増殖 に は影響 を与 えな か っ た
. 活性化 マ ク ロ フ ァ ー ジもしく
は,腰痛細胞の 一 方 との prein c ubatio n実験 に よ り, α2H S糖蛋白が両細胞 に結合性 を有する ことが判 っ た.
鞄H S糖蛋白は, リ ン パ 球幼若化反応 , リ ン パ 球混合培養 なら び に n atu ral kille r細胞清性 に は影響を与 え
なか っ た .
Key w o rds hu m a nα2 H S-glyc oprotein, pu rific atio n, SeCO nda ry str u ctur e,
N -te r min alsequ e n c e, C ellularim m u nolog y
a2H S糖蛋白 は 1960年 He re mans に よ り高濃度の
Zn廿 イオン に より沈澱 しない 蛋白として単離された(α2
- Zグロ ブリ ン と命名)1). 一 方Schmid と BGrgiは,
1961年エ タノ ー ル 分画 (Cohnfra ctio nVI) よ りBa サ
イオ ン存在下で沈澱する蛋白と して 単離 す る と とも に
(Ba 一 喝糖蛋白 と命名), 種 々 の溶媒 に お け る溶解性,
アミノ酸組成を報告 した2). 1962年 S hultz eは, 両蛋白
が同トである こ とを Ou chte rlo ny 法 にて 確認 し, 発見
者両名の頭文字をと り 俄 H S糖蛋白と命名 した 3)
.
喝HS糖蛋白の 機能に つ い ては , まだ ほ とん ど不明だ
が,1974年 Va nOssら は, α2HS 糖蛋白が ヒ ト好中球
のin vitr oに おけ る Es che richia c oli,Staphylo c o cc u s
a u re u sの貧食能 を高め るオ プソ ニ ン 効果を有する こ と
を報告 し たヰ). また, 1980年 に Le wis らは, ヒ ト α2H S
糖蛋白が , マ ウ ス マ ク ロ フ ァ ー ジの1ete x be ads 取り
込 み をも 増加 させ る こ と を報告 した6). 一 九 1978年
Triffittら は, ウサ ギ a2H S糖蛋白が肝臓で生成され ,
骨基質 に 多く集積す る こ と を報告 して い る6)7).
α2H S糖 蛋白の精製方法に つ い ては幾つ かの 報告が あ
り , Va nOss ら は, イ オ ン 交換樹脂カ ラム ク ロ マ ト グ
ラ フ ィ ー , カ ー テ ン電気泳動法, ゲ ル ろ過法と硫安分
画法 に よ る精製方法を発表 してい る8). Lebreto nら は,
Purificatio n a nd Physic o che mic al C hara cteriz atio n of Hu m a na2 HS-glycopr otein a nd
itsEffects o ncellula rIm m u nolog y･ 瓦o uji Matsu shim a, Departm e nt of Molecular
lmmu n olog y, Ca n c erRese a rch In stitute
,
･ Kan a z a w aUniv ersity.
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免疫吸着カ ラ ム ク ロ マ トグラ フ ィ ー 9)な らびに金属キ レ
ー ト (亜 鉛イ オ ン) ア フ ィ ニ チ イ ー ク ロ マ トグラ フ ィ
ー 法1 0)に よ る精製方法 につ い て発表 して い る. しか し,
こ れ ら の方法は い ずれ も 少量の み を取り扱う場合で し
か も収量が悪い 欠点 をも つ .
当教室 の右田 ら は, こ れ まで に 3,000検体 を超え る
ヒ ト血清を 一 元放射状免疫拡散法 にて測定 を行な い ,
α2H S糖漂白の濃度が臍帯血中で最も高く,加齢と とも
に減少 し1 1), しか も悪性腫瘍の とき有意な低下 を釆たす
こ と を見い だ した.
今回, 著者は, α2H S糖蛋白の大量精製方法 を開発す
る とと もに, 物理化学的性状 と して新 たむ声二 次構準と
N 末端配列を決定 した. ま た, 俄 H S糖 蛋白の年齢な ら
びに疾患時の変動よ り, α2H S糖蛋白が生体内にお ける
細胞性免疫髄の非特異的増強因子 の 一 つ と考え実験 を
行 っ た結果, オ ブソ ニ ン効 果の み な らず, マ ク ロ フ ァ
ー ジの抗腰痛性を増強さ せ る こ と を見 い だ した ので こ
こ に報 告する.
材 料 と 方 法
材 料
硫安(和光純薬, 特級); D E A E- Sephadex A - 50,
Sephade x G
M 200, Blu eSepha r os e4 B, pha r m alyte
pE 3
- 10,PH 2.5
- 5(P ha r m a cia Fin eChe mic als);
D E A E- C e11ulo se (Br o w nCo mpany);Hydr o xy･
apatite (Bio - Rad Labor atories);dithiothr eit61,
c a rbodiimide(半井化学);等電点電気泳動用 アガ ロ ー
ス (Litex, ty pe No. H SIF); ウサギー 抗 - ヒ ト 俄 HS
糖蛋白, QS 血清 (Lot. O F-9, a2H S糖蛋白54m g/
dl含),n e u r a minida s e(へ キス ト, ジャ パ ン);c o mplete
Fre u nd
,
s adju v a nt (DI F C O); Lym phopr ep (Nye･
gaa rd Co . A/S);phytohe m agglutinin (P H A)
(GI B C O);c o n c a n a v alin A (Co n A) (M IL ES
-
Y E D A Ltd.);poke w e ed mitoge n (P W N) (E. Y .
Labor ato ries); 〔m ethy卜3H〕 T hymi dine (8H -
T d R) 48 Ci/m m ol(R C C Am ersham);3H - tyr a･
min e5 - 10 Ci/m m ol (New Engla nd Nu cle a r);
R P M I 1640(日 水製薬); ウシ 胎 児血清 (M I CRO-
CI O L O GIC A L A S S O CI A T E); O K432 (ピシ バ ニ ー
ル , 中外製薬); ヒ トプ ー ル 血清(金沢大学な ら びに金
沢医科大学輸血部)
硫安塩析法
ヒ トプ ー ル 血清 21 に, 蒸 留水 0.8 1加 え, pH 7.n に
調製 した . 硫安粉末5 舶g(37% 飽和に 相当)を捜拝 し
な らが ら少量ずつ 加 え,全部加 え終 っ た あと 30分間凍
拝 した. 以上の操作はす べ て水溶 にて行い , その後 6,000
rp 恥 30分, 4
0
Cに て 遠心 し, 沈澱物 を得た .
D E A E- Sephadex , D E A E
- C e11ulo seカラムク ロ
マ トグ ラ フ ィ ー
ともに カ ラ ム サイ ズは ¢4×40c m, 流量は150ml/
hr で, 15･4ml/tube に採取 した. 出発緩衝液として
0･01 M リン酸旗衝液 pH 7･5･ 0･07M NaClを用い
,
溶 出 は NaCl の濃度 の み を 変 え, 0･3 Mま で上げる1
1in e a rgr adie nt 法に よ っ た .
Sepbad 比 G
- 20 カ ラム ク ロ マ トグ ラフ ィ ー
カ ラ ム サ イ ズ は,¢4×120c m, 平衝化緩衝液は0 皿
M リン酸緩衝液 pH 7･5,0･15 M NaCl, 流量は25ml/
hr, 7.2 ml/tube採取 した.
淀ydr()Ⅹyapatite カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー
カ ラム サ イ ズ は ¢2.7×7.5c m, 出発緩衝液は Na -
K リン酸緩衝液 pE 7.3電気伝導度 5×10-3m I血 0/cm
で1in e a rgradient法 に よ り 25×10~3m mho/c mまで
上 げ溶出 した.
Bln eSepba r o s e4 Bア フ ィ ニ チ イ カ ラム ク ロ マ トグ
ラフ ィ
ー
カ ラ ム サイ ズは ¢2.8×12c m, 平衡化旗衝液は0.02
M トリス ･ 塩酸緩衝液 pH 7.0, 0･1 M K Cl, α2HS糖
蛋白は , こ の条件で はカ ラ ム を通過 し, アル ブミンは,
マ トリ ッ ク ス に吸着 した.
SoditL mdode cyls ulfate (S D S)ポ リアクリルアミ
ドゲ ル 電気泳動
W ebe rら の方法 によ り行 っ た1 2). ゲ ル濃度は7.5%,
泳 動用緩衝液 は 0.1 M リ ン 酸緩衝液 pH 7.2, 0.1%
S D S であっ た . 試料の還元は,2%S D S,20m M dithio･
threitol で 2分間煮沸す る こと に よ り行っ た .ゲルの染
色に は Co o m assie B ri11iant Blu e G - 250 を用いた.
等電点電 気泳動
0.8%ア ガ ロ ー ス に P ha r m alyte pH 3- 10, pH 2･5
- 5 を 2:1 の割合で混合 し, 最終的 に P ha r m alyte2%
と した1 3). 8 V/c m, 1 hr, 引続い て 16 V/c m, 6.5hr
電気泳動 を行 っ た.
免疫学的手法
ゲル 内拡散法は Ou chterlony 法
1 4)に よ り, 免疫電気
泳動 は Scheideg ge rの 方法
1 5)の改良法1 6)によっ た.
一 元
放射状免疫拡散法1 7厄 て α2H S糖蛋白の定量を行っ た
こ の と き標準試料と して QS 血清 を用い た.
抗 血清
ヒ ト α2H S糖蛋 白に対す る抗血清 を へ キス ト ･ ジャ
パ ン よ り 購入 した. 一 方 , 著者精製 α2IiS糖蛋白に対
す る抗血清を ウ サ ギに 免疫 す る こ とに よ り作製した･
方法 は, 免疫第 1 日目 に ウサ ギの 足鵬 皮下と背部筋肉
に c o mplete Fre u nd
7
s adju v ant にて α2H S糖蛋白0･5
m g 注射 し, 2週間後 に第 2回目, その 後1週間間隔で
さ ら に 2回, 同抗原 , 等量 を ウサ ギの 背部筋肉, 頸部
ヒ ト α｡ H S糖蛋白に 関す る研究
皮下に注射 した･ 最終免疫の 1週間後 に耳静脈 よ り採
血した.
neu ra miida s e処理
精製Lr2H S糖 蛋白 3 m g/dl(0.05 M酢 酸緩 衝 液
pH5･5に透析) に 等量 の n e u ra minida se液 (Vibrio




紫外吸収ス ペ ク トラ ム と 吸光係数
精製 α2H S糖 蛋白 を 0･02 M ト リス ｡ 塩 酸緩衝液
p耶 .0, 0･1 MK Cl に十分透析 し, 紫外吸収 ス ペ ク ト
ラムを分光光度計(Shim adzuDo uble Be a mSpe ctr o･
photom ete rU V
- 210 A) に て波長 220- 350n m の間
測定した. 吸光係数 は, 280n m の吸 光度 を測定後十分
蒸留水に透析 し, その乾燥重畳よ り計算 した.
Circ ula rdichrois m (C D) ス ペ ク ト ラ ム
0.02 M トリス ｡ 塩酸横衝液 pH 7,0, 0.15 M NaCl
に溶解された精製 俄 H S糖質白の C Dス ペ ク トラム をJ
- 20 Auto m atic Re c o rding Spe ctropola r m eter
(Japan Spe ctro s c opic Co. , Ltd,) に て室温で 測定 し
た. C Dm agnitude を平均残基楕円率 (m e a n re sidue
ellipticitie s)と して襲わ し, この と き の 平均残基分子
量を110 と した. α - helix 含量 は, 224n m(こ の波長
では, β, rando m 構造 はisodichr oic で ある.)の 楕円
率より計算した 岬 . β - 構造含量は, 231, 216n m の 両
波長で計算した 用 .
ア ミノ酸組成分析
ア ミ ノ 酸 分 析 は A T TO a uto a n alyz e r
M LC703(A T T O Co. , Ltd.) を用 い て行 っ た . 試料
の加水分解は 6 M塩酸, 真空封入下 1100Cに て , 24br
と72 br行 っ た. 半 シ ス テ イ◆ン の 定量に は, 過蟻酸酸化
によりシス テイ ン酸と して1 9), トリプ トフ ァ ン の定量は,
鮎elhocb の方法20)によ り行 っ た.
Ⅳ末端配列分析
N末端ア ミノ 酸配列決定 に は, JA S- 47 K Aut｡_
m aticSequ e n c eAnalyze r(JE O L Co . , Ltd.) を用 い
た
･ phe nylthiohyda ntoin(P T H ) ア ミノ 酸の 同定に は,
高速液体ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー 21), ガ ラ女ク ロ マ トグラ フ
ィ ー
22)
,ポリア ミド薄層ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー 2 3)を用 け た
と卜末梢リ ン パ 球 の 幼若化反応 な らび に 混 合培養
健康正 常 ヒ ト 末梢血 か ら Lym phoprep (比 重 =
川77)を用い て 400 G, 30min 遠心 しリ ン パ 球 を分離
した
･
リ ン パ 球 幼君化反応 は, 2×105細 胞/0.2 ml
RP MI 1640,5% ウ シ胎児血清/w e11の 細胞数で phyto ･
he m ag glutinin(PH A)7･5JLg/ml また はc o n c a n a v a･
linA(Con A)2･5JLg/ml ま た はpoke we ed mitogen
(P WM)0･1JLg/ml(い ずれ も suboptim alな 濃度)
を添加して, 37
｡
C, 5% C O2にて 72 br 培養 した. 終了
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6 hr 前に 3H - Td R を 0･5〟Ci添加 した. リ ン パ 球混合
培養は, HL A の異 な る健康成人 2名よ り得た未輪 リ ン
パ 球 それ ぞ れ の 細胞数 を1×105細 胞几 2 ml R P M I
1640,5% ウ シ胎児血清/w ell とし,tW O W ay で行っ た .
培養期間は 5 日 と 7日で, 終了24 br 前にうH - T d Rを
0▲5FLCi添加 し た. 培養終了後 s emia uto m atic c ell
ha rv este rを用い グ ラ ス フ ィ ル タ ー 上に細胞を集め, 3H
- T d R の取り込 み を液体 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー
(Beckm a n) で測定 した･ 全て の実験 は triplic ate で
行い 結果 は, 平均値 ±S. E. (sta nda rd e rr o r) で示 し
た.
Ⅳatllr al EiI‡e r細胞活性の 測定
E鮎 cto r細胞 と して健康正常 ヒ ト末梢 リ ン パ 球を用
い , 標的細胞 と して はさICr 一 標識腰濁細胞 M O L T 4F
(ヒ ト T 細胞型白血病細胞株)(1×10ヰ細胞/0.2 ml
R PM I 1640, 1 % ウ シ 胎児血清/w ell) を用い た. 37｡C,
5% C O2 にて 4 hr 増養し, 培茸終了後 100 G, 5 min 遠
心 し, その 上清液100jLl の放射活性を a uto ga m m a
CO u nter(Pa ckard)に より測定した . 51Cr の特異的放
出度は以下の計算式に よ っ た
.
Specific
51Cr - rele a se
= 慧慧 畿 慧Ⅹ100
結果は triplic ate の 実験 の平均値で 示 した .
P h喝 O CytO由 の 測定
カ ル ポ キ シ ル 化 さた た1ate xbe ads(¢0.36JL m) と
3Ⅰト tyr amin eを c a rbodi mi de で 結合 させ た24) (220
Cpm/108個) 貧食細胞と して マ ウス マ クロ フ ァ ー ジ培養
株 C A M U-32 5)を 用 い , 2×104細 胞/0.2 ml R P M I
1640･ ･5% B S A/well で, 37
0
C, 5% C O2にて 3 hr 培
賛 し, 3H - 1ate x be ads の 取 り込み を調べ た
. 培養終
了後細胞 を3回 洗浄し, 一 夜,1 M NaO H,0.5% N P 40
で細胞 を可溶化 し, その放射活性を測定した. 結果は
triplic ate の 実験 の 平均値±S,E.で示 した
.
マ ク ロ フ ァ ー ジ の 腰 癌細胞増殖抑制効果の 測 定
C 3 H/HeN (H - 2k), B A L B/c(H - 2d), Spe Cific
Pathoge nfre e(S P F) マ ウ ス 6 - 8適齢 (静岡実験動
物)を用 い た . 活性化 マ ク ロ フ ァ ー ジ は, O K 432 2 K E
を 5 日前に i･p腰 種 し た マ ウ ス 腹腔溶出細胞の うち, プ
ラス チ ッ ク 吸着細胞と して得た. この場合非特異的 エ
ス テ ラ ー ゼ染色2 8)で 95%以 上 マ ク ロ フ ァ ー ジで あっ た ｡
正 常非刺激 マ クロ フ ァ ー ジは,S P Fマ ウスの R P M I1640
培養液で の 腹腔洗浄 に よ り得た . 標的細胞と して は,
マ ウス 乳癌 M M 2細胞(H - 2k), 形質細胞腰 Ⅹ5563(H
- 2k) な ら びに M PCll(H - 2d) を用い た. マ ク ロ フ
ァ ー ジ 5×104, 1×10
5な ら びに 2×105細胞と樺的細胞
1×10
4細胞/0･2ml R P M I 1640,5% ウシ胎児血清/w ell
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Table l. Puri丘c atio n of hu m a n α2HS glyc opr otein
Fr a ctio n E圭8品 × V Olu m e α2H S(m g)a
Norm alh um a n Se ru m 99.000
Am m o ni皿 Sulfate p pt.(0 - 37%) 31,020
I) E A E Sephadex A ･50











a. Dete r min ed bythe single r adial im m u n odiffu sio n m ethod
を マ イ クロ プ レ ー トに て 24 br 培養 し, 終 了6 hr 前に
8H - T d R を 0.5JLCi添 加 し た. 培 養 終 了後 s e mi･
a uto m atic cell ha rveSte rで 細胞 を グラス フ ィ ル タ ー
上 に集めた . な お こ の 測定方法 で は, マ ク ロ フ ァ ー ジ
単独の3H - T d R の取 り込 み 量(500cpm 以下)は低 く
無視で き た. 実験は triplicate で行 な い 結 果 は, 平均
値 ±S. E.で 示 した.
成 績
勉 E S糖蛋白の 精製
表 1 に示 すごとく,正 常 ヒ ト プ ー ル血清 2 1を出発材
料 と し, D E A E- Sephade x, D E A E- C e11ulo s e,
Sephade xG
- 200, Hydr o xyapatite, Blu eSepha r o se
4B カラ ム ク ロ マ トグラ フィ ー に より 俄 H S糖蛋白を精
製 した . 出発材料申の 俄 H S糖蛋白 の総量 は 890m g
で , 黄終的に精製され た量は 130m g で あ っ た. 収量 は
14.6%で あり, 精製 され た も の は, 免疫電気泳動で単
一 の 沈降線 を示 した. S D S ポ リ ア ク リル アミ ド電気泳
動で は還元, 非違元下 と も に分子量49,000 の単 一 の バ
ン ド を示 した (図1). また 著者 の精製 した α2H S糖蛋
白を ウサ ギに免疫 して得 た抗血清 は, ヒ ト血清 と単 一
の 沈降線を作り, 市販 の抗血清の ヒ ト血清と作 る沈降
線と完全 に融合 した . 以上 の こ と より, 精製 し た 勉 H S
糖蛋白は, 純度が高い と 考え られ る.
等電点
精製 され た Lr2H S糖蛋白 は, Ander so n2 7)2 8)らが報告
する ように 等電点電気泳動上 p I 4.5 - 5.0 とcha rge
heter ogen eity を示 した (図2.). しか し, n e ur a mini･
da s e処理 に て cha rgehete r ogen eity は著 しく減少 し,
p I 5.5 に 移動 した.
紫外吸収と C Dス ペ ク ト ラ ム
最大紫外吸収波長は 276n m で, 290n m に肩が み ら














































Fig. 1. S D Spolya c ryla mide gel electrophoresi･
Sa mple s w e r e ap plied to 7.5% polya cryla mide
gels u nde r r edu cing and non-r edu cingc ondito ns
a nd ele ctropho resis w a s c a rried o ut a sdescribed
by Webe r a nd Osbo r n･ A fte r ele ctrophor esisthe
gels w er e stain ed with Co o m a ssie Brillia ntBlue
G p 250. Redu ctio n w a s a chie ved by dithiothrei
･
tol. B S A(bo vin e se r u m albumin, M . W . 66,120),
IgG
- H(he a vy chain , M . W . 50, 00), 0 VA(o val
･
bu min , M . W . 43,000),IgG
- L(1ightchain,25,000)･
C･
, C Ontr Ol; N, n O n
-
r edu c ed; R, r edu ced･
の検 索で, α - belix の 含量 は1 1%, β一構造の含量は
2 卜 33% と計算さ れ た. 残 り の構造は rando m構造と
考え ら れ る.
ア ミノ 酸組成
糖鎖を除 い たポ リ ペ プ チ ド部分の分子量39,140
29)に
対す る ア ミ ノ酸組成 (r e sidu e $/m ol) を表2に示す･
ヒ ト α2 HS 糖蛋白に 関す る研究
特徴として, プロ リ ン の 含量 が非常に 多く, また疎水
性のアミノ酸 (ア ラ
ニ ン, バ リ ン ･ ロ イ シ ン) が 多く
含まれてい る･






4･0 4･5 5･0 5･ 6･0(PH)
Fig.2. Agar O S eis o ele ctr ofo c u sing. (a), n ativ e 俄
HS glyc opr otein;(b)to (e), α2H Sglyc opr otein
treated with n e u r aminida sefo r2, 5,30min a nd 8
hr, re Spe Ctiv ely, at 37
0
C. Tw o ba nds obs e rv ed
after8 hrdigestio n w e ru n cha ngede v e n afte r24
hr digestio n. Ne u r a minida s e added in thes e
SpeCim en s w a s n ot dete cted a s a stain ed ba nd
(data n ot sho w n).
Table2. Amino a cidc o mpo sitio nof hum a n α2H S
glycoprotein
Re sidu esper m ol
T his pape r Ref. 2 Ref. 29



























































































a･ Extr apolatedto z o ro tim e′hydr olysIS
b･ 72hrhydrolysIS
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以上の結果は,Schmi d2)ならび に Heimbu rger
29)の報告
と 一 致 した.
N 末端ア ミ ノ 酸配列
100n molの 精製 勉 HS糖蛋白の E dm 弧 分解を3 1
サ イ ク ル 行っ た. その結果を図3. に示す. ト 20 サ イ
ク ル まで の P T Hア ミノ酸の 同定には,高速液体ク ロ マ
トグ ラ フ ィ
ー
, ガ ス ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー な らびにポ リ
ア ミ ド薄層 ク ロ マ トグラ フ ィ ー を用い た. 2ト 31 サイ
ク ル の P TH ア ミ ノ酸の 同定に は,高速液体クロ マ トグ
ラ フ ィ ー とポ リ ア ミ ド薄層ク ロ マ トグラ フ ィ ー を用い
た .
ヒ ト末梢リ ン パ 球幼著化反応 混合噂敷こ対す る 職
級針糖蛋白の 影響
5 】0 1 5
日H
2-Ala - Va ト V a ト 引【- Pr o- Gl y- Val - Il ト A -a - A-a- Al a- G-∫ 一 九 帥 Va ト A sp･
2 0 ～5 3 0
Asp
･ Pr o
- Glu-〉 al ･ G l u- X - Ål い Al a･ G l い Va ト Al a- Il ト A sx 巾 r･ 拍 】 -
Fig･ 3･ N
- te r min ala mino a cidsequ en c e of α2HS
glyc oprotein ･ Ⅹ;n Ot C O n Cluded defin itely, but
this21stamin o a cid is either a rginln e o rhistid ine






















Fig･ 4･ E He ct of q2H Sglycoprotein o nthe mito-
ge nic r e spo ns e ofn o r mal hum a npe riphe r al blo od
lym pho cyte sto P H A(7･5FLg/ml), Co nA(2.5FLg/
ml)a nd P W M(0･1 p g/mi), a S me a S u red by 3H -
T d Rin c o rpo ratio n.
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生理 的食塩水で十分透析し た精製 α2H S糖 蛋白 を,
リ ン パ 球幼君化反応 なら び に 混合培嚢の 培養開始時に
最終濃度75, 150, 300〃g/mlに な る よう に 加 えてⅧト
T d R の取 り込 み を測定 した . PHA, Con A, P W Mに
よ る リ ン パ 球幼君化反応( 図4)な らびに リ ン パ 球混合
培養(著者の行 っ た条件で は, 5 日日に は有意な反応が
出現 し, 7月 馴こ pe ak を もつ 反応が み られ た)に対し
て , α2‡‡S 糖麓白 は有意な影響 を与 えな か っ た .
ヒ ト未棉 m 血 粕 川 皿 甜 細胞活 性 に 対す る α2‡‡S 糖
黄白の 影響
ヒ ト末梢 リ ン パ 球の , M O L T 4 F細胞 に 対 す る
n atu r al killer細胞活性測定に お い て, α2HS 糖蛋白を
最終沸度 に して 600〟g/ml(ヒ トの 生理的な量), 培贅














0 12.5 2 5 50 (EJT)
Fig. 5. La ck of α2H S glyc oprotein o n n atu r al
kille r c ella ctivity. No r mal hu m a npe ripher al
blood lyrnpho cyte s a s effe cto r c ells (E) and
M OL T 4 Fa sta rget c ells(T) w er eincubated fo r
4 hr. E/T r atio w a s12.5, 25a nd50.
P bag
･O Cy七o sis へ の 影響
マ ウ ス マ ク ロ フ ァ ー ジ培養株 CAM U- 3の3H-1ate x
be ads 取 り込み に 対す る α 2H S糖蛋 白の 影幣を調べた
結果, α 2H S糖蛋白は, 対照群と し て の 生理 的リ ン取壊
衝液 な らびに ヒ トアル ブ ミ ン添加時よ りも約 1.25- 2倍
増加 さ せ た (表3｣.
マ ク ロ フ ァ ー ジ の 腫瘍細胞増殖抑制効果に対する α2
H S糖蛋白の 影響
i)C 3H/HeN マ ウ ス よ り得た O K 432活性化マク
ロ フ ァ ー ジ と標的細胞 マ ウ ス 乳 癌 M M 2細胞の比を
5:1, 10:1, 20:1 に て腰痛細胞増殖抑制効果を調べ
た と こ ろ, 同数の 正常 マ ク ロ フ ァ ー ジ と標的細胞の3H
- T d R の取 り込 み カ ウ ン ト数 を基準 に す ると, それぞ
れ 50%, 55%, 90% 抑制で あ っ た. そ れゆ えに以後の
実験 は, マ ク ロ フ ァ ー ジと 標的細胞の 比を5:1, 10:
1 の 2点 にて 行 っ た .
ii) 上 記の 条件 に お い て 著者 の 精製 した a2H S糖蛋
白な ら びに 富士 臓器より得た α2H S糖蛋白 を最終濃度
8 0〟g/ml に なる ように 加 える と, マ ク ロ フ ァ ー ジと標
的細胞 の 比が 5:1,10:1 のい ずれ に おい ても 勒H S糖
蛋白 は活性化 マ ク ロ フ ァ ー ジの 腫瘍細胞増殖抑制効果
を増強 した( 図6.). α2H S糖蛋白 は, 腫瘍細胞単独の
増殖 に は影響を与 え なか っ た .
iii) 同様の実験 に て, α2HS糖蛋白の濃度をヒ トの生
理的 な畳 で ある 6 00〃g/lTll ま で変化さ せ, 正常マ クロ
フ ァ ー ジ な らび に 活性化 マ ク ロ フ ァ ー ジの腰癌細胞増
殖抑制効果 に対す る影響 をみ た . 活性化マ ク ロ ファ ー
ジ に 対 して は, dos edepende nt に(6 00JLg/ml で57%
の 増強) 腰痛細胞増殖抑制効果 を増強した(図7.). 一
方, 正 常 マ ク ロ フ ァ ー ジに 対 し ては , 有意な影響を与
え なか っ た . 同様の結果 は, C3H/HeN マ ウス マクロ
フ ァ ー ジと 形質細胞腰 Ⅹ5563, B A L B/c マ ウス マ クロ
フ ァ ー ジ と形質細胞脛 M P C ll( 図8,) の組合せにて
も 得られ た . α 2H S糖蛋白 は, 腰 痛細胞の増殖には,全
く抑制的 に は働か な か っ た . ま た, 正 常 ヒト血清を希
釈 して , ヒ ト血清の 最終濃度が 600〟g/ml(E壬‰･ 2 捌)=
lO.0 と して計算 した) に な る よう に 添加 して同様の実
Table 3, E ffect ofhum a nα2H Sglyc oproteino nthe uptake of
3H -1ate xbe adsby m o u sem a cr ophage
c e11 1in eC A MU･3
P B Sト) P BS(十) Alb(600ug/ml) α2HS(66ug/ml)
Exp. 1. 245. ±9 .4
a 720.7±41.4
±
Exp. 2. 405.0±32.6 633. 士46 .5




a. Co untS perfive min .
ヒ ト α 2 H S糖蛋白に 関す る研究
0 5 10 20 (叫/T)
Fig.6. In8u e n c e of hu m a n a2HS
q
glyc oprotein(80
ug/ml, both o u r a nd Ftlj卜 Zoki
,
s pr epa r atio n s)
on the cyto static effect of O K 432a ctivited
macr ophages (M 4). T he effect w a s e stim ated
using M M 2m o u se m a m m a ry c a rcino m a c ells a s
targetc e11s(T). M ¢/T r atio w a s5, 10and 20.
C12HS glycopr otein (〃g′m り
Fig･7･ In触e n c e ofserially diluted hu m a n α2H S-
glyc opr oteino nthe m a cr ophage cyto static eHe ct.
The effect w a s e stim ated u slng M M 2m ou se
m a mm a ry ca rcin o m a c ells (1Ⅹ10
4
c ells/0.2 ml/
W ell)･ (a)E #e ctor c ells w e r eC3 H/HeN n o r m al
resident m a c r ophages(5Ⅹ104 c ells/0.2 ml/w ell).
(b)E#ecto r c e11s were C3 H/HeN m a c rophage s
a ctivited by O K 43 2(5Ⅹ104 c ells/0.2 ml/w ell).
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験 を行 っ たが, 正 常 マ ク ロ フ ァ ー ジな らび に 活性化 マ
ク ロ フ ァ ー ジの腰癌細胞増殖抑制効果 には, 全く抑制
的 には働 か なか っ た .
iv) α2H S糖蛋白 600J`g/ml の洩度 に て O E 432括
性化 マ ウ ス マ ク ロ フ ァ ー ジ (5×104細胞/0.2mlR P M 王
1640, 5% ウ シ胎児血清も しく は, マ ウス 乳癌 M M2細
胞(1×108細胞/ml, R P M I 1640, 5% ウシ 胎児血清)
の 一 方と 37
0
C,5%C O2にて 1 hrpreinc ubatio nを行い ,
血清の入 らな い R PMI1640培養液で 2度洗浄後,fre e
な α2日S 糖蛋白が存在 しな い 状態で腰痛細胞増殖抑制
効果 を調べ た. い ずれ の場合 に も対照群 と比べ , 鴫 H S
糖 蛋白と の pr ein c ubatio nに より腫瘍細胞増殖抑制効
果 の増強を認 めた( 図9.). α2H S糖蛋白が , 活性化 マ


























0 75 150 6 0 0 0 75 1 50600
C12H Sglycoprotein (〃g/mI)
Fig･ 8･ Influ e n c e ofseriallydiluted hu m a n α2HS -
glyc opr otein o nthe m a c rophage cytostatic effect.
The e鮎 ct w a s e stim ated u sing M P C llm o u se
m yelo m a c ells (1Ⅹ104 c ells/0.2 ml/w611). (a)
E ffecto r cells w er eB A L B/c no r mal r esident
m a c rophages (1Ⅹ105 c ells/0.2 ml/w ell). (b)
E ffector c ells we r e B A L B/c m a c r ophages




























Fig. 9. M a crophage cyto static effe cts afte r pre-
in cubation of MM 2m o use m a m m a ry carcin o m a
cells (1xlO4 c els/0.2 ml/well) o r C3 H/HeN
m ac r ophagesa ctivited by O K 432(5Ⅹ10i c ells/0.2
ml/w ell) wi th hu man a2HS - glycoprotein (600
〟g/ml).
(a)M M 2a nda ctivited m a c r ophage s(b)M M 2and
a ctiv ated m a c r ophage sprein c ubated with a2H S
-
glyc oprotein (c)M M 2pr ein c ubated with α2H S-
glyc oprotein a nd a ctiv ated m a c r ophage s (d)
M M 2a nd a ctiv ated m a c r ophage s c ultu r ed with
a2H S
- glyc opr otein (600FEg/ml).
考 察
ヒ ト α2H S糖蛋白を プ ー ル 血清よ り大量 に精製する
方法を報告 した. 21 のヒ ト正 常血清 より 130m g の α2
H S糖蛋白 を精製 した( 収量, 14.6%). Lebr eton ら9)10)
が報告 して い る精製中の α2H S糖蛋白の分解物 は出現
しな か っ た . 著者 は, 精製 した α2H S糖蛋白を後に培
養細胞 に加えるた め に, 精製 の どの段階で も, 抗菌剤
や蛋白分解酵素阻害剤 は使用 しなか っ た.
最近 Gejyo と Schmid30)は, a2HS 糖蛋白は pI 4.1,
分子量 56,000ならびに pI 4.7,分子 量 51,000 の 2群 の
蛋白か ら構成さ れて おり, それ ぞれ の蛋白が同 一 の 2 つ
の N末端 ア ミノ酸 (ア ラ ニ ン と ス レ オ ニ ン) と 2つ の
C末端ア ミ ノ酸(ス レ オ ニ ン と ロ イ シ ン)を有 し, 2 つ
のポリ ペ プチ ド鎖 か ら構成 され て い る と報告 した. し
か し, 著者 の精製 した α2H S糖蛋白 はS D S ポリアクリ
ル ア ミ ド電気泳動上 還 元 非還 元下 と も に分子量
49･000 と変わ らず(図1･)･ また N 末端 アミノ 軸列
の結果( 図3･) に お い て も単 一 の N 末端 を有すること
よ り, 著者 は α2H S糖 蛋白は単 一 の ポ リペ プチド鎖よ
り構成 さ れ て い ると 考え る･ こ の結果 は, Lebreton9)の
報 告と 一 致 してい る･ Gejyo と Schmidの 結果は,喝HS
糖蛋白の ア ロ タイ プ の存在 を意味す る のかもしれない
が , 精 製中 の 分解 に よ る 可能性 があ る. 等電点上の
hete rogeneity(pI 4･5 - 5 ･0)は , n e u ra minidase処理
に て著 しく減少 した (図2･)･ α 2H S糖蛋白の cbarge
hete roge n eity は, ポ リ ペ プ チ ド部分の多形によるより
も , シ ァ ル 酸 を含む糖鎖 に よ るも の と考 えられる.
勉 H S糖 蛋白の 二 次構造上, α - belix 含量は11%と
計算さ れ た. α - belix 含量が 比較的少ない こととアミ
ノ 酸組成上 プ ロ リ ン の含量が 非常に多い こと はよく→
致 して い る. β 一 橋造 は, 2 ト 33% と計算され, おそら
く こ れが こ の蛋白の骨組 を構成 して い ると考えられる.
勉 H S糖蛋白の機能に つ い て は, まだほとんど不明だ
が, 従来 よ りオ プソ ニ ン効果 を有す る こ とが報告され
て い る4)6). 著者の精製 した α2H S糖 蛋白もマ ウス マク
ロ フ ァ ー ジ培養株 C A M U- 3 の3H - latex be ads取り
込 み を増加 させ た(表3.〉. 著者は 職 H S糖蛋白のアミ
ノ酸組成上非常 に疎水性 の ア ミノ 酸 (プ ロ リ ン, アラ
ニ ン
,
バ リ ン , ロ イ シ ン な ど)が多 い (表2.) ことや,
疎水性 の強 い N 末端(31残基中 7つ の バ リ ン, 2つの
イ ソ ロ イ シ ン , 8つ の ア ラ ニ ン , 2つ の プロ リ ン)を有
する こ とか ら 勒 HS糖蛋白の オ プ ソ ニ ン 効果は, この
蛋白の疎水性 に起因 して い る と考え て い る.
さ ら に 著者は , α2H S糖蛋白の 年齢 ならびに疾患時の
変動に よ り, α2H S糖 蛋白が生体内における細胞性免疫
能 の非特異的増強因子 の 一 つ と 考え検索を行っ た結果,
勒 H S糖蛋白が活性化 マ クロ フ ァ ー ジの腰 癌細胞増殖抑
制効果 を増強さ せ る働 き が あ る こ と が判明した(図6,
7, 8). 正 常非刺激 マ ク ロ フ ァ ー ジと腰痛細胞ならびに
腫瘍細胞単独の増殖 に は, 影響 を与 えなか っ た. なお,
著者 の今 回 の実験は , ヒ トの α2ⅢS糖蛋白をマ ウスの
マ ク ロ フ ァ ー ジと マ ウ ス の腰痛細胞 に 加 えて行ってい
る わ け だが , 今 回 み られ た よ う な α2H S糖蛋白の活性
化 マ クロ フ ァ ー ジの 腰痛細胞増殖抑制効果増強作用払
異種蛋白共通の作用で は な い と考 えられ る. というの
は , α2H S糖蛋白の生理的な量 600〟g/mlと同量の希
釈 ヒ ト正 常血清を同 じ実験系 に添加 しても活性化マク
ロ フ ァ ー ジ の腰痛細胞増殖抑制効果 を全く増強させな
い か ら で ある.
俄 H S糖 蛋白と マ クロ フ ァ ー ジ な らびに膿瘍細胞との
pr ein c ubatio nの 実験 に よ り, a2H S糖蛋白が両細胞に
ヒ ト α2 H S糖蛋白に関す る研究
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対して結合性を有す る こ とが判っ た . α2H S糖蛋白の マ
クロ フ ァ
ー ジの膿瘍細胞増殖抑制効果増強作用 は, 正
常非刺激マ ク ロ フ ァ ー ジ を活性化 マ ク ロ フ ァ ー ジに転
換する こ とによ る ので は な く, マ ク ロ フ ァ ー ジと腫瘍
細胞の接合を強め る こ と に よ ると考 え られ る.
俄H S糖蛋白は, 他の細胞性免疫能の指標であるリ ン
パ球幼君化反応, 混合培養な ら び に n atu r al kille r細
胞活性に対 しては増強作用 を有 しな い .
従来よ り血清蛋白 (特異抗体 をの ぞ く) に よる 免疫
抑制作用につ い て は多く の報告がある. 代表的に は担





- m a C rOglobulin 叫 , C - r e･
activ eprotein
3 4)
, C33 5), S er u m a myloid A
3 8)や , 痛
胎児性蛋白である α - feto protein37m8)な らびに正 常血
清中のim m u n o r egulato ry α globuliが糊 な どで ある.
一 方, 血清蛋白によ る免疫増強作用 に関す る報告は,
fibr on ectin40)の オ プ ソ ニ ン効果や , 千原, 前田 ら の報
告し た1entinan 投 与 動物血 清中 の 増加 因 子4 1)L A
(haptoglobinヰ2), L B(he m ope xin48)), L C(c e r ul｡,
plasmin
44))な ど少な い
. 今回著者 は, 正 常 ヒ ト血清中
に存在し, 加齢, 担痛時に減少する 喝 H S糖蛋白に,
オプソニ ン効果な らびに 活性化 マ ク ロ フ ァ ー ジの 腫瘍
細胞増殖抑制効果増強作用がある こ とを報告 した
. 担
癌宿主の癌に対する抵抗性 は, い ろ い ろ な物質 に より
修飾されてい る. 最近, 宿主の腫瘍 に対す る応答力を
変動さ せ 治療効果 を も 期侍 す る 物質 が Biologic al
Resp?nSeM odifie rs(B R M)とよ ばれ るよ う にな っ た .
thymic ho rm O n e, interfe r o n, inte rle ukin (1ym Pho-
kine, m O n Okin e) な どと と も に血 清蛋白の諸成分も
BR Mの 1つ と考 えられ て い る
.
こ れ らは細胞の活性化




ヒ ト 勉 H S糖蛋白の精製 と物理化学的性状な ら び に
細胞性免疫へ の 影響に つ い て 報告し た.
1･ 正常ヒ ト プ ー ル 血清よ り α2H S糖蛋 白を大量精
製する方法 を開発 した
.
2･ ヒ ト 勉 H S糖蛋白の 物理 化学的性状 と して , a)
pI4･5 - 5･0の cha rge hete roge n eity を有 す る が,
ne ura minida s e処理 に て cha rge hete roge neity は 減
少し,pIは5･5に 移動す る
.
b) 分子 量 49,000 の単鎖
で! N 末端ア ミノ 酸 は, ア ラ ニ ン である . c) 疎水性
の強い N 末端 を有 し, アミ ノ 酸組成と して も疎水性の
アミノ酸を多く含む･ d) ニ 次構造上 α - helix 含量
は- 11%, β - 構造含量 は, 2 ト33%で ある.
3･ ヒ ト 喝 =S 糖蛋白は, マ ウ ス マ ク ロ フ ァ ー ジの
貧食能な ら び に活性化 マ ク ロ フ ァ ー ジの腫瘍細胞増殖
抑制効果を冗め る.
4･ 勉 HS糖蛋白は, リ ン パ 球幼君化反応, リ ン パ球
浪合培養 なら び に n atu r al ki11e r細胞静性に は影響を
与 えない .
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監ey w oTds:hu m an α2H S
-glycoprotein, Purification, SeC O ndarystru Cture
,
N･ter minals equ e n ce, C ellularim m u n ology.
Abstm et
A largc>S Cale purificatio n m et hod for α2H S-glycoprotein fro mno rmalhu m an po oledseru mis
presented. 1 30 mg of α2HS-glycoprotein w as ob t ained ffom 2 lof n orm al hu m a n serum and
t he yield w as13.6 %. C harge heterogeneity o nisoelectrofo cu shg of thisproteinis m ainlydueto
sial ic acid. By t he m e as u r e m e nt of the circulardichroism spectru m, t he α
･helix c ontent was
calc ulated asl l% andβ-Stru CtureW a SCalc ulated as2 1 to 3 3%. α2 HS-glyc oprotein con $ists of
a single poly peptide ch ain(M. W . 49,0 0 0) of which t he N -ter minala mino acid is ala nine. T he
N -ter minalseque n c e of 3 1a min o a cids co ntains1 9 hydrophobic residues, a nd t his pr otein also
C O ntain shigh a m o u nts of hydr ophobic amino a cids(pr olin e, ala nine, Valine a nd leucine). T he
COnCentratio n of this protein in n or malseru m W aSthe highest in c o rd blo od a nd decreased
acording to age a nd partic ularly dec r ea sed in thes e ru m Of can cerpatie nts. T hisprotein seemed
to be o n e ofn o n- SPe Cificim mu nopotenciatorsin host defen $em eChamis m, Partic ula rlyin c ellular
im m u n olog y. T he pr es e nt $tudy disclosed t hat α2H S
-glycopfotein augmented the cytostatic
effects by activated m a c rophages o ntu mor cells a s wellasthe opso nic activity. α2HS･glycopr o･
tein did not activate n o rmalre sident m a c r ophages and show ed n odirect influen c eo nthegrowth
Of tu m or cells. Itw as also elucidated thatα2HS-glycoprotein bo und bot hactivated m acrophages
a nd tu m o r c ens after prein cubatio n of these cells wit h this protein a nd t hat α2H Srglycopr otein
e xhibited n oinflu ence on lym phocyte blastogen esIS, mix ed lym phocyte r ea ction, O r n atu ral
k皿er cella ctivity.
